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Pharmacokinetics of caffeine in Black-and-White breed and BW x HF cross-breed calves
Summary

The aim of this study was to compare of pharmacokinetics of caffeine in calves of the Black-and-White
(BW) breed and cross-breed Black-and-White x Holstein-Friesian (BW x HF (50% HF)) calves. The effect of
age on “interbreed” differences in the values of selected pharmacokinetic parameters of this model drug was
examined. The experiment was carried out on 20 healthy calves: 10 of BW breed and 10 cross-breed. The
caffeine test was performed in calves aged 10, 20 and 40-days-of-life. The animals received caffeine per os at
a dose of 5 mg/kg body weight. The concentration of caffeine in the plasma was determined by the EMIT
(enzyme-multiplied immunoassay technique) method. The pharmacokinetics of caffeine were calculated through
a non-compartmental method, using The TopFit computer software. The obtained results indicate that the age
of calves had an influence on the values of pharmacokinetic parameters of caffeine. We observed that
estimated pharmacokinetic parameters of caffeine differed significantly between 10, 20 and 40-day-old calves
(P <0.05; P <0.01). Moreover, it was stated that pharmacokinetic parameters of caffeine in Black-and-White
and 50% HF cross-breed calves do not differ significantly.
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Kofeina jest 1,3,7-tr6jmetyloksantyna. W jej meta-
bolizmie biora udziat izoenzymy uktadu cytochromu
P450 — gtownie izoforma CYP1A2 (25,27,32). W bio-
transformacji kofeiny uczestnicza takze N-acetylo-
transferaza (NAT) oraz oksydaza ksantynowa (3, 4, 21,
22, 26). Kofeina ulega prawie catkowitej biotransfor-
macji w watrobie do paraksantyny (1,7-dimetyloksan-
tyny), teofiliny (1,3-dimetyloksantyny) oraz teobromi-
ny (3,7-dimetyloksantyny) (15, 26, 29). Gléwnym
metabolitem kofeiny jest paraksantyna (1, 3, 7), prze-
ksztatcana w dwoch rownolegle przebiegajacych
reakcjach do powstania 8-hydroksyparaksantyny
(8-HPK), w drugiej polegajacej na 7-demetylacji pa-
raksantyny prowadzi do powstania 3 zwiazkoéw: 1-me-
tyloksantyny (1-MK), kwasu 1-metylomoczowego
(1-MM) oraz 5-acetyloamino-6-formyloamino-1-me-
tylouracylu (AFMU) (15, 33, 35). Jedynie okoto 2%
wprowadzonej do organizmu dawki wydalane jest
W moczu w postaci niezmienionej (15, 26).

Kofeina w niewielkim stopniu wiaze si¢ z biatkami
osoczowymi oraz charakteryzuje si¢ niskim wspot-
czynnikiem ekstrakcji watrobowej i niskim klirensem
wewngetrznym (15, 33). Eliminacja kofeiny z organiz-
mu zalezy gldwnie od wydolnosci metabolicznej ko-

morek watroby determinowanej aktywnoscia enzymow
hepatocytow uczestniczacych w 11 fazie biotransfor-
macji, a nie zalezy od przeptywu krwi przez watrobg
ani od wiazania z biatkami osocza (5, 15, 26, 29).

Ostatnio pojawia sig coraz wigcej doniesien doty-
czacych wykorzystania kofeiny do oceny wydolnosci
metabolicznej watroby u ludzi, a takze u trzody chlew-
nej (18), owiec (7), koni (2, 23, 24, 28), ostow (23),
psow (6, 30), wielbladow (31, 32), k6z (34) oraz byd-
ta (7, 8, 13). Bardzo nieliczne sa publikacje dotyczace
farmakokinetyki kofeiny u zwierzat gospodarskich
w okresie neonatalnym (13).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie
farmakokinetyki kofeiny (jako leku modelowego)
u cielat rasy czarno-biatej oraz mieszancow rasy czar-
no-bialej 1 rasy holsztynsko-fryzyjskiej.

Materiat i metody

Protokot badan zostal zaakceptowany przez Lokalna
Komisje Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzgtach.

Doswiadczenie przeprowadzono na 10 cielgtach rasy
czarno-bialej (cb) oraz 10 cielgtach mieszancach cb x hf
(50% HF) w 10., 20. i 40. dniu zycia. W czasie trwania
eksperymentu zwierzeta byly utrzymywane w ujednolico-
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nych warunkach srodowiskowych i zywione zgodnie z ogol-
nie przyjetymi normami. Cielgta nie otrzymywatly zadnych
srodkéw farmakologicznych mogacych wchodzi¢ w inter-
akcje farmakokinetyczng i biochemiczna z kofeina.

Kofeing (ACO, Helsinborg, Szwecja) podawano per os
w dawce 5 mg/kg m.c. Probki krwi (okoto 5 ml) pobierano
do probowek zawierajacych 250 j.m. heparyny (Heparinum
— Jelfa) przed 0 oraz po uptywie 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20
oraz 24 godzin od podania kofeiny. Krew wirowano w celu
uzyskania osocza (4000 g, 15 min.), ktére po odwirowaniu
przechowywano w temperaturze —20°C do czasu przepro-
wadzenia analiz. St¢zenie kofeiny w osoczu krwi oznaczo-
no metoda EMIT (enzyme-multiplied immunoassay tech-
nique). Odczynniki do oznaczen pochodzity z firmy Syva
(Palo Alto, Kalifornia, USA). Sredni ,0dzysk” kofeiny
z osocza wynosit 96,8 = 2,9%, natomiast czulos¢ metody —
0,10 (ng/ml).

Wielkos$¢ parametrow farmakokinetycznych kofeiny
oznaczano (w oparciu o wyniki wczesniejszych badan)
metoda niekompartmentowa przy wykorzystaniu progra-
mu TopFit 2.0. Wyliczono nastgpujace parametry farma-
kokinetyczne: stgzenie poczatkowe — C, (ug/ml); objgtosc
dystrybucji — V, (I); wzgledna objgto$¢ dystrybucji — V
(I/kg); sredni czas przebywania kofeiny w organizmie —
MRT (h); okres pottrwania t, , (h); klirens metaboliczny
— Cl_ (ml/min.); wzgledny klirens metaboliczny — Cl
(ml/min./kg); stopien wiazania kofeiny z biatkami osocza
- F, (%).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wykorzystu-
jac program Statistica 6.0. Istotno$¢ roznic wielkosci para-
metrow farmakokinetycznych kofeiny u 10-, 20- i 40-dnio-
wych cielat oceniano przy pomocy jednoczynnikowej ana-
lizy wariancji i testu D-Duncana.

Wyniki i omowienie

Wyniki przeprowadzonych badan zamieszczono
w tab. 1-5.

Stezenie poczatkowe kofeiny — C | (ug/ml) zar6wno
u cielat rasy cb, jak i 50% hf wzrastalo wraz z wie-
kiem cielat, przy czym réznice migdzy 10., 20. i 40.
dniem zycia byly statystycznie (p < 0,05; p < 0,01)
istotne (tab. 4, 5). Objgtos¢ dystrybucji kofeiny — V,
takze ulegta w badanym okresie istotnemu zwigksze-
niu. Odmiennie ksztattowaty si¢ wielkosci wspolczyn-

Tab. 4. Istotno$¢ réznic wielkos$ci parametrow farmakokine-
tycznych kofeiny ocenianych na podstawie zmian stezenia we
krwi u 10-, 20- i 40-dniowych cielat rasy cb

697

Tab. 1. Parametry farmakokinetyczne kofeiny u 10-dniowych
cielgt rasy cb oraz mieszancow cb x hf (50% hf) X £ )

tarml;:;akﬁ?t;vczne = AWl
Co (ng/ml) 4,87 + 0,57 4,40 = 0,53
Vv, (1) 26,52 + 2,84 27,20 £ 2,54
V; (I/kg) 0,663 + 0,053 0,680 + 0,063
MRT (h) 12,21 £ 1,03 11,84 £ 1,13
Ty (h) 10,73 £ 0,94 10,45 + 0,88
Cl,, (ml/min.) 23,60 = 3,02 24,80 = 3,12
Cl;, (ml/min./kg) 0,59 + 0,04 0,62 + 0,05

Tab. 2. Parametry farmakokinetyczne kofeiny u 20-dniowych
cielgt rasy cb oraz mieszancow cb x hf (50% hf) (x £5s)

tarm:::)i'i':l?tr\yczne &8 Al 112
Cy (pg/ml) 6,03 + 0,48 5,94 + 0,61
vy () 28,60 = 1,97 29,65 + 2,97
V; (I/kg) 0,572 + 0,044 0,593 + 0,057
MRT (h) 10,54 £ 0,97 10,25 + 0,92
Ty (1) 9,21 £ 0,84 8,94 + 0,79
Cl;, (ml/min.) 37,50 + 3,66 38,50 + 3,34
Cl,, (ml/min./kg) 0,75 + 0,06 0,77 £ 0,07

Tab. 3. Parametry farmakokinetyczne kofeiny u 40-dniowych
cielat rasy cb oraz mieszancow cb x hf (50% hf) (X £s)

tarml;:;akﬁ?t;vczne ik Ui 7
C, (Hg/ml) 7,15 0,48 7,02 = 0,61
vy (1) 35,28 £ 2,25 36,40 + 3,07
V; (I/kg) 0,504 + 0,052 0,520 + 0,039
MRT (h) 9,05 = 0,81 8,87 0,74
T112ﬁ (h) 7,47 = 0,63 7,20 = 0,66
Cl,, (ml/min.) 61,30 = 5,56 64,50 = 6,23
Cl;, (ml/min./kg) 0,89 + 0,09 0,92 + 0,08

Tab. 5. Istotno$¢ réznic wielkos$ci parametrow farmakokine-
tycznych kofeiny ocenianych na podstawie zmian stezenia we
krwi u 10-, 20- i 40-dniowych cielat 50% hf

ot m';f(;i'i'l'l‘;'&"me 10vs.20 | 10vs.40 | 20 vs. 40 o m';i;ak'i'l‘]‘;‘t;"me 10vs.20 | 10vs.40 | 20vs. 40
Cg (ng/ml) p<0,05 p<0,01 p < 0,05 Cy (mg/ml) p < 0,05 p<0,01 p<0,05
v, (1) p <0,05 p <0,01 p < 0,01 vy (1) p<0,05 p < 0,01 p<0,01
V, (I/kg) p<0,05 p<0,01 p<0,01 Vy (I/kg) p<0,05 p<0,01 p<0,01
MRT (h) p <0,05 p <0,01 p<0,05 MRT (h) p<0,05 p < 0,01 p <0,05
T1/2/i (h) p<0,05 p <0,01 p <0,05 T1/2/3 (h) p <0,05 p <0,01 p<0,05
Cl,, (ml/min.) p<0,01 p<0,01 p<0,01 Cl,, (ml/min.) p<0,01 p<0,01 p<0,01
Cl;, (ml/min./kg) p < 0,01 p <0,01 p < 0,01 Cl, (ml/min./kg) p <0,01 p <0,01 p <0,01




nika dystrybucji kofeiny, istotnie malejac wraz z wie-
kiem cielat (tab. 4, 5). Wraz z wiekiem $redni czas
przebywania kofeiny w organizmie (MRT) ulegal istot-
nemu skréceniu. Podobne zjawisko stwierdzono
w warto$ci czasu pottrwania kofeiny (t, 8 ): zaobser-
wowane roznice w odniesieniu do wieku okazaly sig
statystycznie istotne (tab. 4, 5). Odzwierciedleniem
zmian MRT oraz t,,, byly zmiany wielko$ci metabo-
licznego klirensu — Cﬁl —kofeiny. Zaobserwowano sta-
tystycznie istotne zw1kazenie (zar6wno bezwzgled-
nych — ml/min., jak i wzglednych — ml/min./kg) war-
tosci tego parametru farmakokinetycznego wraz z wie-
kiem badanych zwierzat (tab. 4, 5). Wielkos¢ frakceji
zwiazanej z biatkami osocza wynosita u cielat 10-dnio-
wych ¢b —3,5%, u cielat 10-dniowych 50% hf—4,0%.
U cielat 40-dniowych wielkosci F, ksztaltowaty sig
na poziomie: 5,0% — cb, 6,0% — 50% hf. Zaobserwo-
wane, w odniesieniu do wieku cielat, roznice okazaly
si¢ statystycznie istotne (p < 0,05).

W przeprowadzonym do§wiadczeniu nie stwierdzo-
no istotnych roéznic w wielkosciach wszystkich ozna-
czanych parametréw farmakokinetycznych kofeiny
pomigdzy cielgtami rasy cb oraz cielgtami 50% hf
(tab. 1-3).

Ocena uzyskanych w niniejszym do$wiadczeniu
wynikow jest stosunkowo trudna, ze wzgledu na ist-
nienie znaczacych réznic miedzygatunkowych w far-
makokinetyce kofeiny (1, 6-8, 28, 30, 32). Z koniecz-
nosci wigc rezultaty przeprowadzonych na cielgtach
badan wiasnych skonfrontowano gtownie z danymi
uzyskanymi u ludzi i nielicznych gatunkow zwierzat.
Nalezy mie¢ na uwadze fakt, Zze procesy wchtaniania,
dystrybucji, biotransformacji 1 wydalania lekow
w okresie neonatalnym przebiegaja w odmienny spo-
sob niz u osobnikéw dorostych (13, 16, 17, 19). Na
odmienna farmakokinetyke lekoéw u mtodych orga-
nizméw wpltywa wiele czynnikow. Sa to gldwnie:
mniejsza aktywno$¢ metaboliczna watroby, zmiany
wielkosci przestrzeni wodnych, mniejsza wydolno$¢
nerek, mniejsza zawarto$¢ tkanki ttuszczowej, nizsza
zawartos¢ biatek nosnikowych w osoczu krwi, pH prze-
wodu pokarmowego, czas oprdzniania zotadka, czas
transportu jelitowego oraz przepuszczalno$¢ bton ko-
morkowych (16, 19).

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykazano, iz
wielko$ci oznaczanych parametrow farmakokinetycz-
nych kofeiny ulegaja istotnym zmianom wraz z wie-
kiem badanych cielat. Zaobserwowano istotne zmniej-
szanie sig wspotczynnika dystrybucji (V, - I/kg) kofe-
iny wraz z wiekiem badanych zwierzat. Nalezy jedno-
czesnie podkresli¢, iz towarzyszyto temu istotne zwigk-
szenie bezwzglednej (V,—1) objgtosci dystrybucji ko-
feiny jako leku modelowego. Wykazano, ze objetos¢
dystrybucji zalezy m.in. od wielko$ci wiazania leku
z biatkami osocza — szczeg6lnie albuminami (16, 17).
Niskie stezenie albumin w osoczu krwi u zwierzat
w okresie neonatalnym — lek zwiazany z biatkami jest
nieaktywny farmakologicznie — powoduje zwigksze-
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nie objetosci dystrybucji i frakcji ulegajacej filtracji
w kiebkach nerkowych (19). Wykazano takze, ze biat-
ka wiazace $rodki farmakologiczne charakteryzuja sig
w okresie neonatalnym mniejsza ilodcia miejsc recep-
torowych 1 mniejsza efektywnosmq quzanla tych
miejsc (17, 34). Obnizanie sig (V, — I/kg) 1 zwigksza-
nie (V, — 1) kofeiny Zaobserwowano u ludzi (1, 3, 9,
20). Uzyskane wyniki sa zblizone do rezultatow ba-
dan przeprowadzonych u prosiat (18), kozlat (34) oraz
4-tygodniowych cielat (13). Nieco nizsze wzgledne
wartosci objetosci dystrybucji kofeiny zaobserwowa-
no u mtodych koni (23, 24, 28), natomiast zdecydo-
wanie wyzsze, przekraczajqce 900 ml/kg — u wielbla-
dow (31). Zmniejszanie si¢ wielkosci (V, — 1/kg) oraz
zwigkszanie (V — 1) zaobserwowano t akze w przy-
padku innych lekéw modelowych: antypiryny (18, 34)
oraz paracetamolu (11, 12, 14).

W wielu badaniach neonatalnych ludzi i zwierzat
wykazano, ze mtode osobniki, zarowno ludzkie, jak
1 zwierzgce maja zmniejszona wydolno$¢ metabolicz-
na watroby (13, 14, 16, 19). Efektem tego jest zwol-
nienie tempa utleniania, redukcji, hydrolizy, hydro-
ksylacji i sprzegania wielu $§rodkow farmakologicz-
nych (16, 17). Objawia si¢ to zmniejszonym kliren-
sem lekow w poréwnaniu z osobnikami dorostymi
(17). Niewielka aktywno$¢ enzymoéw katalizujacych
reakcje biotransformacji w okresie neonatalnym thu-
maczy si¢ m.in. niskim poziomem fosfolipidow w bto-
nie mikrosomalnej (15, 19). Wzrost ich aktywnos$ci
W czasie rozwoju organizmu zwiazany jest z roznico-
waniem siateczki $rédplazmatycznej, nasilona synte-
zg cytochromu P450 oraz zmianami w strukturze fos-
folipidow, m.in. znacznego zwigkszenia ilosci fosfa-
tydylocholiny, niezbg¢dnej do ujawnienia si¢ petnej ak-
tywnosci metabolicznej uktadu MFO — P450 (17).
Nalezy jednak podkresli¢, ze enzymy metabolizujace
leki w watrobie stosunkowo szybko osiagaja aktyw-
no$¢ porownywalna do osobnikow dorostych (16, 17).

Wielkosci okresu pottrwania kofeiny (t, ) oraz Sredni
czas przebywania w organizmie (MRT) ulegaty istot-
nemu skroceniu migdzy 10. a 40. dniem Zycia cielat.
Uzyskane wyniki sa zblizone do rezultatow badan
— przeprowadzonych u prosiat (18), koZlat (34) oraz
4-tygodniowych cielat (13). Zdecydowanie krotszy t
1 MRT zaobserwowano natomiast u w1elblqdow (31
32) koni (24, 28), ostow (23) oraz pséw (6, 30). Za-
roéwno bezwzgledne, jak 1 wzgledne wielko$ci meta-
bolicznego klirensu kofeiny (Cl ) ulegaty istotnemu
zwigkszeniu wraz z wiekiem badanych cielat. Zjawis-
ko takie zaobserwowano u ludzi (1, 3, 9, 20), prosiat
(18) oraz kozlat (34). Uzyskane w niniejszym do§wiad-
czeniu wartosci s nieco nizsze od stwierdzonych przez
innych autorow (18, 34). Zdecydowanie wigksze war-
tosci metabolicznego klirensu kofeiny zaobserwowa-
no natomiast u wielbtadow (31, 32), koni (24, 28),
ostow (23) oraz psow (6, 30).

Rezultaty przeprowadzonych badan swiadcza
o zwigkszaniu si¢ wraz z wiekiem cielat aktywnosci
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enzymow katalizujacych biotransformacje kofeiny.
Zjawisko takie zaobserwowano rowniez u ludzi i zwie-
rzat laboratoryjnych, przy czym w zaleznosci od ga-
tunku (zwierzat) przyspieszeniu ulegaty gtownie re-
akcje katalizowane przez CYP1A2 lub N-acetylotrans-
feraze (6, 8, 24, 28, 30, 31, 35).

Analiza wielkos$ci parametrow farmakokinetycznych
kofeiny wskazuje na brak istotnych réznic w aktyw-
no$ci uktadow enzymatycznych (gléwnie CYP1A2
1 NAT) katalizujacych metabolizm tego leku modelo-
wego migdzy cielgtami rasy cb i 50% hf. Odmienne
wyniki uzyskano odnosnie do farmakokinetyki para-
cetamolu w 40. dniu zycia, gdyz obserwowano mig-
dzyrasowe roznice w wielko$ci parametrow farmako-
kinetycznych tej substancji. Cielgta 50% hf istotnie
szybciej metabolizowalty paracetamol w poréwnaniu
do cielat rasy cb (10).

Podsumowanie

Wraz z rozwojem postnatalnym cielat istotnemu
skroceniu ulega $redni czas przebywania oraz okres
pottrwania kofeiny w organizmie, a istotne zwigksze-
nie jej klirensu metabolicznego. Swiadczy to o zwigk-
szaniu aktywno$ci enzymow metabolizujacych kofe-
in¢ jako lek modelowy u cielat. Wyniki przeprowa-
dzonych badan wskazuja, ze rasa cielat nie wpltywa
istotnie na wielko$¢ parametrow farmakokinetycznych
kofeiny.
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